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論文内容の要旨
アルギニノコハク酸合成酵素 (AsS)は尿素サイクルの第2ステップを触媒する酵素で、シトルリンと
アスパラギン酸からアルギニノコハク酸を生成する可逆反応を触媒する。この反応はATP依存性であり、
Mg2+イオンにより活性化されるo Thermus thermophilus HB8由来のAsS(tAsS)の基質認識機構およ
び反応の立体化学を解析するために、ネイティブtAsS、tAsS.ATP、tAsS.ATp.シトルリン、反応中間
体アナログであるtAsS.AMP-PNP・アルギニン・コハク酸、 Mg2+イオンが配位したtAsS.AMP-PNP・
アルギ、ニン・アスパラギン酸、真の酵素ー基質複合体であるtAsS.ATp.シトルリン・アスパラギン酸、真
の酵素-生成物複合体であるtAsS.AMP・ァルギ‘ニノコハク酸の立体構造を決定した。ここで、 AMP-PNP
はATPアナログであり、アルギ、ニンとコハク酸はそれぞれ基質であるシトルリンとアスパラギン酸のア
ナログである。 tAsSは非結晶学的D2対称をもっ 4量体酵素で、その形状はねじれた四角形である。サブ
ユニットは大小2つのドメインからなり、活性部位はドメインインターフェイスに存在する。 ATPを結
合する小ドメインは、 α/β フォールドであり、 ATPのピロリン酸に特異的なp_}レーフ。を持つ一群のATP
pyrophospha taseに類似の構造を持っていた。しかしながら、 tAsSで、はATPのr_リン酸だけがP-ルー
プに特異的に結合していた。大ドメインは2組の逆並行βーシートと 4つの αー ヘリックスからなる新規構
造であった。
各複合体の構造より、活性部位に結合したATP，シトルリン、アスパラギン酸はそれぞれの反応部位
が隣接するように配向していることが明らかとなった。また、 tAsS.ATp.シトルリン・アスパラギン酸
の複合体では非対称単位中に存在する 4つのサブユニットの活性部位に結合したATPの配向には 2種類
あり、反応直前の構造が明らかとなった。これにより、シトルリンのアデニリル化への知見が得られた。
さらに、 tAsS.AMP・ァルギニノコハク酸の複合体の構造に基づいてAMP・シトルリン中間体からアルギ
ニノコハク酸が生成するメ力、、ニズムがわかった。 tAsS.AMP _ PNP・アルギニン・アスパラギン酸複合体
では、活性部位に結合したAMP-PNPに1個のMg2+イオンが配位していた。このAMP-PNPはアスパ
ラギン酸と基質アナログであるアルギニンと相互作用しており、他の複合体では見られない構造を持って
いた。これらの基質および基質アナログの配向から、基質結合に際してtAsSは大きな構造変化を起こす
必要がないと結論した。以上の結果から、 AsSの基質認識機構と反応の立体化学を明らかにした。
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論文審査の結果の要旨
アルギニノコハク酸合成酵素 (AsS)は尿素回路の第2ステップに位置し、シトルリンとアスパラギン
酸からATPを用いてアルギ、ニノコハク酸を生成する縮合反応を触媒する。 AsSは一般に 4量体酵素であ
り、そのサブユニットはN-末端小ドメインとc-末端大ドメインからなる。小ドメインは、 ATPピロホス
ファターゼ活性を持ち、 ATPに特異的なPP-ループ配列を持っている。高度好熱菌Thermus
thermophilus HB8由来のAsS(tAsS)は、アミノ酸残基数400、分子量約45，000のサフ。ユニットからなる
4量体酵素である。 tAsSの高次構造と活性部位の構造に基づいて、基質認識機構および反応の立体化学
を明かにするためにtAsSのX線結晶学的研究を行った。またtAsSの一次構造はヒトAsSと53%の類似性
を持ち、 tAsSの立体構造はヒトAsSの良いモデルとなり得るものである。
tAsSを結晶化し、 4種類の重原子同型置換体を使用して初期位相を決定した。この位相を用いて電子
密度マップを計算し、ネイティブtAsSの構造モデルを組上げ、最小二乗法により構造を精密化した。反
応の立体化学を調べるためにさらに6種類の基質あるいは基質アナログとの複合体を結晶化し、それらの
立体構造を決定した。複合体の構造の中でも、 ATPと真の基質であるシトルリンおよびアスパラギン酸
との複合体および生成物であるアルギニノコハク酸とAMPとの複合体の構造が特筆される。前者は反応
直前の状態を、そして後者は反応直後の状態を示すもので、これらは反応の立体化学を考える上での鍵構
造となるものである。 tAsSは2量体が2つ集合した4量体酵素 (dimerof dimers)であり、非結晶学的
D2対称を持っていた。サブユニットの小ドメインの立体構造は、一次構造の類似性は極めて低いにもか
かわらず、 α/sフォールドであるpp-}レープファミリーと相同であった。 tAsSの、活性部位は 2つのドメ
インのインターフェースに存在し、 ATPは小ドメイン側に、そして基質シトルリンとアスパラギン酸は
大ドメイン側に結合していた。
tAsSの複合体の立体構造に基づ、いて提案された反応の立体化学は次のようなものである。まずATPが
S型構造で、小ドメインに結合し、 ATPのr-リン酸はPP-ループと相互作用するO 続いてシトルリンとアス
パラギン酸が、それらの反応部位をATPのα-リン酸に向けて、大ドメインに結合する。その結果、 ATP. 
シトルリン、およびアスパラギン酸の反応部位が近接する。 ATPの三リン酸部分は、アスパラギン酸と
の水素結合によりpp_}レープから離れ、 U型構造に変化しながらシトルリンに近づく。次にシトルリンの
側鎖が構造変化し、 αー リン酸に接近、求核攻撃することによりAMP-シトルリン中間体を生成する。シ
トルリンに隣接していたアスパラギン酸がこの中間体を求核攻撃し、アルギニノコハク酸を生成する O こ
のように、 ATPと基質の反応部位を近接させて活性部位に結合させ、水素結合によってATPと基質の動
きを制御することがAsSの主要な役割で、あることが示された。
以上のように、本論文は、 tAsSおよび基質あるいは基質アナログとの複合体の高次構造に基づいて反
応の立体化学を提案し、 tAsSの触媒機能の解明に貢献したものであり、構造化学の発展に寄与する多く
の成果を得ており、博士(理学)の学位を授与するに値するものと審査した。
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